图 1、2 半 栏 ，65 高 


两 种 栽培 型 广 划 香 内 生 真 菌 群落 组 成 变化 
EAE, Hmm o BAE, EAE, E 
广州 中 医药 大 学 中 药学 院 中 药 种 质 资源 与 分 子 鉴定 实验 室 ， 广 州 510006; 
2. 广东 省 阳春 市 中 医院 药剂 中 心 ， 广 东 阳春 529600) 


n 


JH 3E. 为 探索 内 生 真 菌 与 广 荐 香 互 作 间 对 宿主 活性 成 分 形成 机 制 的 影响 ， 以 成 分 差异 较 大 的 
牌 香 和 湛 香 为 研究 对 象 ， 采 用 传统 形态 学 方法 对 所 获 菌株 归 类 ， 通 过 真菌 通用 引物 
ITSLITS4 扩 增 菌株 rDNA-ITS 序列 ， 鉴 定 其 分 类 地 位 并 研究 其 多 样 性 。 结 果 表明 : CD 用 
PDA 和 LBA 培养 基 对 苗 期 、 分 枝 期 和 成 株 期 广 葡 香 茎 叶 组 织 块 进行 内 生 真 菌 分 离 ， 共 获得 3 
070 株 菌株 , 其 中 , 牌 香 分 离 出 1 624 株 , 鉴定 出 1 319 株 , 分 属于 36 属 ; 湛 香 分 离 出 1446 
株 ， 鉴 定 出 994 株 ， 分 属于 33 属 。 牌 香 分 离 出 7 种 特有 内 生 真菌 ， 分 别 为 香 柱 菌 (Epichloe 
typhina) , RKA dul dt fa ps (Colletotrichum gloeospozioides)、 座 腔 孢 菌 (Botryosphaeria sp.) ~ 
丝 核 菌 (Rhizoctonia sp.) E B fit € E f& pi neat sp). Jf E X4 ES $8 XE 8E 
(Phytophthora sp.) MHR Ew CSclerophthora sp.) , X 2 种 菌 属于 卵 菌 门 内 生 菌 。 湛 香 
4) 3 HA UL E S PS] (Paecilomyces sp.) MÆ (Cercospora sp.) 2 种 特有 内 生 真菌 。 (2) 牌 香 和 
湛 香 优势 内 生 真 菌 相同 ， 均 为 链 格 孢 菌 〈4lternaria sp.) 和 刺 盘 孢 菌 〈 Colletotrichum sp.) ， 
其 中 ， 牌 香 中 相对 分 离 频率 为 9.48% 和 7.81%, WEN 10.16% 和 8.65%。 (3) 随 着 从 苗 期 到 
成 株 期 , 牌 香 和 湛 香 内 生 真菌 定 殖 率 逐 渐 增 高 , 依次 为 牌 香 8 月 (97.78%)>7 月 (72.50% )>5 月 
(55.28%) ; 湛 香 8 月 (91.1194) 27 H (63.0694) >5 H (46.6794) 。 平均 定 殖 率 为 牌 香 
75.19%, WE 66.95%。 (H 随 着 生长 期 延长 ， 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 多 样 性 呈 递 增 的 趋势 
同时 ，2 种 广 蓝 香 内 生 真 菌 平均 相似 性 系数 为 0.86。 可 见 ， 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 种 类 丰富 ， 
各 有 独特 的 内 生 真 菌 ， 且 不 同 生 长 期 内 生 真 菌 种 群 组 成 不 同 。 以 上 研究 结果 为 筛选 活性 内 生 真 
菌 菌株 ， 探 究 内 生 真 菌 影响 广 营 香 活性 成 分 合成 与 积累 莫 定 了 基础 。 
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Abstract: Traditionally, patchouli had been divided into three cultivations, including Pogostemon 
cablin cv. shipaiensis, P. cablin cv. gaoyaoensis and P. cablin cv. zhanjiangensis. In order to 
explore the effect of the interaction between the endophytic fungi and the patchouli on the 
formation mechanism of active components, a laboratory experiment was conducted for 
investigating the endophytic fungi of P. cablin cv. shipaiensis and P. cablin cv. zhanjiangensis 
with chemical composition difference. The strains were classified by traditional morphological 
methods firstly. Then the rDNA-ITS sequences of the strains were amplified by the common 
fungal primer ITS1/ITSA to identify their taxonomic status and their diversity. The results showed 
that 3 070 strains were isolated from the stem and leaf tissues of patchouli in seedling, branching 
and adult stages by PDA and LBA culture media. The 1 624 strains of endophytic fungi from P. 
cablin cv. shipaiensis were isolated and 1 319 strains were identified, which belonged to 36 genera. 
There were seven endophytic fungi that were not found in P. cablin cv. zhanjiangensis, including 
Epichloe typhina, Colletotrichum | gloeosporioides, Botryosphaeria sp., Rhizoctonia sp., 
Truncatella sp., Phytophthora sp. and Sclerophthora sp. For the first time, the endophytic fungi of 
Oomycete were isolated. There were 1 446 strains isolated from P. cablin cv. Zhanjiangensis, and 
994 strains were identified, which were belonging to 33 genera. Among them, there were two 
endophytic fungi that were not found in P. cablin cv. shipaiensis, including Paecilomyces sp. and 
Cercospora sp. The dominant endophytic fungi were Alternaria sp. and Colletotrichum sp. in two 
kinds of cultivated patchouli. The relative separation frequencies of the Alternaria sp. and 
Colletotrichum sp. were 9.48% and 7.81% in P. cablin cv. shipaiensis, and were 10.16% and 
8.65% in P. cablin cv. zhanjiangensis. The colonization rates of endophytic fungi gradually 
increased with the growth of patchouli from seedling to adult stages, which were Aug.(97.7896) > 
Jul. (72.5096) > May (55.2896) in P cablin cv. shipaiensis, and Aug.(91.1196) > Jul.(63.0696) > 
May(46.67%) in P. cablin cv. zhanjiangensis. The average colonization rates were 75.19% and 
66.95%. There were a positive correlation between the growth periods and the shannon index, 
which increased with the growth of patchouli. The average sorenson similarity index was 0.86. 
Obviously, the two cultivated patchouli had a large population of endophytic fungi in the stems 
and leaves, but the community structure was significantly different. These results lay a foundation 
for screening active strains and exploring the effect of endophytic fungi on the synthesis and 
accumulation of active components of patchouli. 


Key words: Pogostemon cablin, cultivated type, P cablin cv. shipaiensis, P. cablin cv. 
zhanjiangensis, endophytic fungi, community composition 
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苟 香道 地 性 的 重要 指标 之 一 。 罗 集 鹏 等 (2001; 2003) 研究 发 现 4 种 广 藉 香 中 ， 牌 香 和 枝 香 
的 广 营 香 酮 含量 明显 高 于 湛 香 和 南 香 ,， 尤 以 牌 香 最 高 。 根 据 成 分 差异 , 通过 叶绿体 基因 组 蛋 
白 编码 基因 中 保守 的 18S rRNA 基因 和 进化 速率 较 快 的 ma 不 基因 序列 比较 ， 进 一 步 将 4 种 
ERDRE, M ERMEZ ER, 包括 牌 香 和 枝 香 ; I GEGEBEN SE 
香 ， 包 括 湛 香 和 南 香 。 刘 玉 萍 等 (2002) 通过 16S rRNA 序列 分 析 也 证 明 牌 香 和 湛 香 广 茄 香 
基因 序列 存在 差异 。 

植物 内 生 真 菌 因 长 期 定 殖 于 宿主 组 织 内 部 , 与 宿主 植物 协同 进化 , 二 者 形成 了 一 种 非常 
复杂 的 共生 关系 ， 并 影响 着 宿主 植物 各 种 成 分 的 积累 和 对 胁迫 的 应 激 反 应 (Clay & Schardl, 
2002) 。 目前 ,几乎 所 有 被 研究 过 的 植物 中 都 能 检测 到 内 生 真 菌 的 存在 ,其 分 布 广 、 种 类 多 ， 
具有 丰富 的 生物 多 样 性 。 同时， 内 生 真 菌 也 存在 宿主 偏好 或 专 一 性 ,不 同 的 宿主 或 不 同 的 生 
长 环境 对 内 生 真 菌 种 群 组 成 和 定 殖 有 明显 的 影响 。 药 用 植物 是 挖掘 活性 内 生 真 菌 资 源 的 重要 
宝库 ， 其 与 宿主 互 作 间 产 生 的 小 分 子 次 生 代谢 物 对 宿主 的 生长 发 育 、 系 统 防御 以 及 次 级 代谢 
产物 的 合成 起 着 关键 的 调控 作用 (Fragoso et al., 2014; Jia et al., 2016) 。 广 董 香 做 为 广东 省 
道 地 药材 ， 有 人 已 从 牌 香 筛选 出 有 活性 的 内 生 真 菌 并 对 其 化 学 成 分 〈 王 沫 等 ，2016a) 、 抗 
青 枯 病 〈 谢 华 蓉 等 ，2017) 、 抗 肿瘤 CER, 2016b) 、 抗 逆 性 ( 吴 瑕 ，2013) 等 进行 了 相 
关 研 究 , 由 于 未 考虑 广 获 香 栽 培 型 差异 以 及 广 蓝 香 生 长 期 不 同 , 分 离 出 的 活性 内 生 真 菌 差 异 
较 大 。 牌 香 和 湛 香 做 为 广东 省 栽培 面积 最 大 的 2 种 广 蓝 香 ， 其 成 分 差异 明显 ， 由 于 活性 成 分 
形成 机 理 尚 未 明确 ,影响 了 广 营 香 品种 的 选 育 。 广 荤 香 药物 成 分 多 属于 倍 半 兹 类 ,合成 过 程 
遵循 类 异 戊 二 燃 代 谢 途 径 中 的 甲 羟 戊 酸 (MVA) 途径 。 有 人 研究 地 黄 (Rehmannia glutinosa) 
莱 莉 酸 合 成 发 现 ， 丙 二 烯 氧化 物 合 酶 (allene oxide synthase, AOS) 和 1 2- 氧 代 植 二 烯 酸 还 原 
酶 (1 2-oxophytodienoate reductase, OPR) 基因 的 表达 受 内 生 真菌 调控 ， 不 同 器 官 基因 表达 
TIR] GRESE, 20200 。 前 期 中 药 种 质 资 源 与 分 子 鉴 定 研 究 团队 CPD 对 广东 省 和 云南 
省 阳春 砂 (Amomum villosum) 内 生 真 菌 多 样 性 研究 发 现 ， 生 长 环境 影响 着 两 地 阳春 砂 内 生 真 
菌 的 群落 组 成 , 推 新 出 “土壤 环境 -内 生 真 菌 定 殖 共 生 -宿主 成 分 积累 ”形成 模式 ( 肖 晶 晶 等 ， 
20200 。 牌 香 和 淇 香 因 长 期 种 植 于 不 同 地 理 区 域 ， 其 外 观 形态 及 内 生 真菌 群落 组 成 发 生 了 明 
显 变化 。 为 此 ， 该 研究 以 牌 香 和 湛 香 为 材料 ， 探 究 2 种 广 昔 香 不 同 生长 期 内 生 真菌 的 群落 组 
成 以 及 种 群 的 动态 变化 ， 为 深入 了 解 内 生 真 菌 在 广 董 香 药物 合成 机 理 中 的 作用 葛 定 基础 。 
1 材料 与 方法 

牌 香 采 自 广州 市 萝 岗 区 ( 现 黄 埔 区 葛 岗 镇 ) 广州 市 香雪 制药 股份 有 限 公 司 广 车 香 GAP 
基地 ; 湛 香 采 自 湛江 市 逆 溪 县 乌 塘 镇 广 营 香 种 植 合作 社 ， 按照 苗 期 、 分 枝 期 和 成 株 期 3 个 生 
长 阶段 采样 。 牌 香 采 样 时 间 为 苗 期 (5 月 10 日 ，PX-1) 、 分 枝 期 (7 月 14 日 ，PX-2) 、 成 
株 期 (8 月 20 日 ，PX-3) ; 湛 香 采样 时 间 为 苗 期 (5 月 21 日 ，ZX-1) . HI (7 月 5 日 ， 
ZX-2) 和 成 株 期 (8 月 7 日 ，ZX-3) ， 各 采样 30 株 。 采 样 方式 按照 5 点 取样 法 随机 挖 取 健 
康 植株 带 回 , 剪 短 分 装 于 密封 袋 中 冰箱 保存 ,材料 经 广州 中 医药 大 学 贺 红 教授 鉴定 为 广 董 香 。 
从 材料 中 随机 选取 茎 枝 5 段 ， 摘 取 叶 后 用 水 洗 净 ， 茎 前 成 长 度 S cm， 叶 剪 成 2.5 cmx2.5 cm 
的 组 织 块 。 组 织 块 置 于 含 73% 乙 醇 的 烧杯 中 浸泡 3 min、 无 菌 水 冲洗 3 次 后 ， 置 于 加 入 
Tween-20 的 0.1% 升 未 浸泡 ， 茎 浸泡 2 min， 叶 浸泡 3 min。 浸 泡 期 间 不 断 搅动 ， 让 组 织 块 与 
杀菌 液 充 分 接触 ， 取 出 用 无 菌 水 冲洗 3 次 ， 每 次 2 min、 用 无 菌 滤 纸 吸 干 水 分 ， 无 菌 条 件 下 
将 组 织 块 前 成 大 小 约 0.5 cmx0.5 cm 备用 。 
1. 2 培养 与 分 离 

分 阶段 从 处 理 后 的 组 织 块 中 随机 选取 120 个 贴 于 PDA 和 利 马 豆 (LBA) 平板 中 ，LBA 
配置 参照 左 豫 虎 (20040 的 方法 。 以 各 组 织 块 正 反面 滚动 或 平 铺 培养 基 表 面 2 min 后 取出 为 
对 照 ， 平 板 置 于 25 CC 恒温 恒 湿 下 暗 培养 ， 隔 天 观察 ， 当 组 织 块 周围 有 菌 丝 长 出 时 ， 将 其 挑 
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出 培养 ， 单 抱 分 离 纯 化 ， 纯 化 后 的 菌株 编号 后 接种 于 试管 中 ，2~5 'C 下 冷藏 保存 ， 用 寺 
株 的 分 类 鉴定 。 实 验 重 复 3 次 。 
1.3 内 生 真 菌 鉴定 

按照 魏 景 超 〈1979) 的 《真菌 鉴定 手册 》 进 行 形态 学 鉴定 。 形 态 学 鉴定 主要 包括 菌落 形 
态 、 菌 丝 特征 、 分 生 孢 子 梗 形态 、 孢 子 形态 、 产 孢 结构 及 产 孢 方式 等 。 不 产 移 的 菌株 参考 
Sutton C1980) 的 方法 , 首先 进行 促 孢 培养 , 产 孢 后 按 上 述 方法 进行 鉴定 ,分 子 鉴定 参考 Barnett 
& Hunter (1987) 和 Ellis (1988) 方法 确定 所 获 菌株 的 分 类 地 位 。 总 DNA 提取 选用 改 民 的 
十 六 烷 基 三 甲 基 首 化 铵 (CTAB) 法 〈 王 桂 娥 ，201$) ， 引 物 对 为 ITSI 
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3^) 和 ITS4 C5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-33) , $ 
增产 物 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 合 格 后 送 广州 擎 科 生 物 有 限 公 司 测序 。 所 获 序列 与 
NCBI 上 的 已 知 序列 进行 比 对 ， 根 据 序列 的 相似 度 和 覆盖 率 ， 接 合 菌 株 的 形态 学 特征 确定 其 
分 类 地 位 。 
1.4 数 据 处 理 

定 殖 率 常 用 来 衡量 植物 中 内 生 真 菌 的 丰 度 , 而 相对 分 离 频率 (isolation frequency, IF) 则 用 
来 衡量 植物 中 某 一 类 内 生 真 菌 的 优势 度 。 分 别 按 此 公式 计算 : 定 殖 率 =〈 内 生 真菌 感染 的 组 


织 块 数 /总 组 织 块 数 ) x100%; 相对 分 离 频 率 =( 分 离 到 的 某 属 或 种 的 菌株 数 / 分 离 到 的 总 菌 
v 株数 ) x100% (Yuan etal., 2011) . 
in 用 SPSS21.0 软件 中 的 皮尔 森 相 关系 数 (pearson correlation coefficient) 法 对 2 $8] 38 
N 内 生 真 菌 定 殖 率 和 相对 分 离 频率 相关 性 进行 分 析 ， 知 方差 齐 性 ， 则 采用 单 因素 方差 分 析 
(one-way anova) 中 的 Turkey HSD 检验 进行 差异 显著 性 分 析 CP < 0.05) 。 方 差 齐 性 采用 
© levene 检验 。 当 P<0.05 时 ， 差 异 显 著 。 
LO Shannon 指数 (A) 反映 了 植物 内 生 真菌 的 物种 多 样 性 ， 按 下 列 公 式 计 算 : 
N H'- n xInP; 
e 5j 
me 式 中 Pi 指 某 一 种 类 内 生 真 菌 的 数量 占 全 部 内 生 真 菌 数 量 的 百分比 。 


相似 性 系数 (Sorenson index) (Cs) 常用 来 比较 两 种 植物 之 间 内 生 真菌 组 成 的 相似 程度 ， 
按 此 公式 计算 : Cs=27/(a+b) 。 式 中 j 指 牌 香 和 湛 香 共有 的 内 生 真 菌 种 类 ，a RI b 则 指 每 
P EEA HAN ER RPK (Spellerberg & Fedor, 2003) 。 
O 2 结果 与 分 析 


2.1 内 生 真菌 的 定 殖 率 和 分 离 株数 

3 个 生长 阶段 ， 从 牌 香 和 湛 香 茎 叶 的 2 160 个 组 织 块 中 ， 共 获得 内 生 真 菌 菌 株 3 070 株 ， 
鉴定 出 2 203 株 .其 中 , 牌 香 获得 1319 株 , 淇 香 994 株 。 牌 香 内 生 真 菌 的 平均 定 殖 率 为 75.19%， 
湛 香 为 66.95%。 从 实验 结果 看 出 : 随 着 广 董 香 从 苗 期 到 成 株 期 ， 内 生 真 菌 定 殖 率 逐 渐 增 高 ， 
依次 为 牌 香 : SH (97784) >7 H (72.50%) 55 H (55.28%) ; WA: 8 H (91.11%) >7 
] (63.06%) >5 H (46.6794) ， 卡 方 检验 时 显著 性 差异 (P < 0.05) 1) 。3 个 采样 阶段 ， 
牌 香 内 生 真 菌 的 定 殖 率 均 高 于 淇 香 。 从 分 离 出 的 菌株 数 发 现 ， 随 着 广 理 香 生 长 期 延长 ， 牌 香 
和 湛 香 内 生 真 菌 的 菌株 数 均 旦 递增 趋势 , 其 中 , 从 牌 香 获得 的 菌株 数 依次 为 : 8 H C702 株 )>7 
J (57A MO >5 月 (348 HO ; 从 湛 香 获得 内 生 真 菌 菌株 数 为 : 8 月 (662 株 ) 27 H (478 
株 ) 25 月 (306 株 ) 。 从 苗 期 到 成 株 期 ， 牌 香 内 生 真 菌 获得 菌株 数 均 高 于 湛 香 (图 2) 。 
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“PX” 表 示 牌 香 ，“ZX” 表 示 湛 香 , 下 同 。 


"PX"stands for Pogostemon cablin cv. shipaiensis; “ZX” stands for Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis, the 


same below. 
Fig.1 Average colonization rate of endophytic fungi from Pogostemon cablin cv. shipaiensis 


and Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis in different periods of growth (* P«0.05, xcs, n-3) 


图 1 不 同 生长 期 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 的 平均 定 殖 率 (*P<0.05, xs, n=3) 


3 
P} 


(x10? 


菌株 数 


Number of sarains 


0 一 
2 不 同 生长 期 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 的 菌株 数 (5P<0.05Toetsyr=3)s 


Fig.2 Number of strains of endophytic fungi from Pogostemon cablin cv. shipaiensis 


and Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis in different periods of growth (“P<0.05, xs, n=3) 


2.2 内 生 真菌 的 分 类 地 位 

所 有 经 过 分 子 鉴定 的 菌株 ITS 序列 已 提交 到 GenBank。 结 合 形态 学 特征 ， 从 有 牌 香 获得 的 
1624 株 菌 株 中 鉴定 出 1 319 株 ， 从 湛 香 1446 株 中 鉴定 出 994 株 ， 属 于 40 个 种 属 ( 表 1) 。 
牌 香 中 特有 的 内 生 真 菌 有 香 柱 菌 (Bpichloe typhina) «— S K IARRI i f8 K (Colletotrichum 
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gloeosporioides) ~ ER JE i (Botryosphaeria sp.) ~ 244% W (Rhizoctonia sp.) . BRA & EW psi 
(Truncatella sp.) 。 通 过 LBA 培养 , 从 牌 香 中 分 离 到 卵 菌 门 (Oomycota) ZEE EUR (Phytophthora 
sp.) 内 生 菌 53 株 和 指 疫 霉 菌 属 CSclerophthora sp.) 内 生 菌 32 株 。 湛 香 有 2 种 特有 的 内 
ERK, DIEM A A (Paecilomyces sp.) IÆ (Cercospora sp.) 。 

牌 香 和 湛 香 的 优势 内 生 真 菌 种 类 相差 不 大 , 但 相对 分 离 频率 差异 明显 。 优势 内 生 真 菌 均 

为 Alternaria sp. 和 Colletotrichum sp., 占 已 鉴定 菌株 数 的 9.77% 和 8.17%. FF , Alternaria sp. 
和 Colletotrichum sp. 在 牌 香 的 相对 分 离 频 率 为 9.48% 和 7.81%， 在 湛 香 为 10.16% 和 8.65%。 

HW, WJ] (Fusarium sp.) .. 3 8: (Penicillium sp.) 、 瞳 色 座 腔 孢 菌 (Phaeocytostroma sp.) 
EK ISI (Trichoderma sp.) 内 生 真 菌 也 较 多 ， 相 对 分 离 频率 远 超 过 其 它 内 生 真 菌 〈 表 1) 。 

表 1 不 同 生长 期 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 的 相对 分 离 频 率 和 多 样 性 

Table 1 Relative isolation frequency(IF) and diversity of endophytic fungi from Pogostemon 


cablin cv. shipaiensis and Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis in different periods of growth 


A4 


EX 


真菌 分 离 株数 与 相对 分 离 频率 (96) 


Composition and IF (%) of endophytic fungi of Pogostemon cablin/in Different petióds of growth 


登录 号 PX ZX - 
NCBI No. Pogostemon cablin cv. shipaiensis Pogostemon cablin c. 5 
Total 
zhanjiangensis 
5 H May 7 H Jul. 8 H Aug. 5 H May 7 月 Jul. 8 H Aug. 

MN636333 
Alternaria sp. 22(9.7396) 47 (10.8096) 56 (8.5196) 21 (13.8296) 29 (9.5496) 51 (9.4896) 226 
Arthrocladiella 

MF496139 2 (0.88%) 5 (1.1590) 7 (1.0690) - 3 (0.99%) 6 (1.1296) 23 
mougeotii 
Ascochyta sp. KT269133 - 1 (0.2396) 5 (0.7696) 3 (1.9796) 5 (1.64%) 7 (1.3096) 21 
Aspergillus sp. MN636770 4 (1.7796) 14 (3.2296) 19 (2.8990) 4 (2.6396) 10 (3.2996) 21 (3.9096) 72 
Botryosphaeria 

HQ731443 2 (0.88%) 9 (2.07%) 14 (2.13%) a - - 25 
dothidea 
Botrytis sp. MN737590 5 (2.2190) 9 (2.0796) 13 (1.9890) 2 (1.3290) 5 (1.6496) 10 (1.8696) 44 
Cercospora sp. KF827444 - - - 3 (1.9796) 4 (1.3296) 10 (1.8696) 17 
Colletogloeum sp. MN594823  - 2 (0.4696) 10 (1.5296) 9 (5.9296) 12 (3.9596) 17 (3.1696) 50 
Colletotrichum 

MN708405 12 (5.3190) 20 (4.6096) 27 (4.1096) - $ 59 
gloeosporioides 
Colletotrichum 

KP748298 22(9.73%) 36(8.28%) 45(6.84%) 17 (11.18%) 30 (9.87%) 39 (7.75%) 189 
sp. 
Corynespora sp. KT270221 2 (0.88%) 9 (2.07%) 13 (1.98%) 3 (1.97%) 8 (2.63%) 15 (2.79%) 50 
Cryptosporiopsis 

KT270221 1 (0.44%) ^ 2 (0.3090) 2 (1.3290) 5 (1.6496) 8 (1.49%) 18 
sp. 
Epichloe typhina MN493855 17 (7.5296) 15 (3.4596) 17 (2.5896) - - - 49 
Fusarium sp. MN567710 12 (5.3190) 23 (5.2996) 38 (5.7896) 7 (4.6190) 15 (4.9396) 31 (5.7696) 126 
Gibberella 

LS484307 1 (0.4496) 2 (0.4690) 3 (0.4690) 6 (3.9590) 11 (3.6290) 23 (4.2896) 46 
baccata 
Glomerella sp. MH178682 - 6 (1.3896) 12 (1.8296) 3 (1.9796) 4 (1.3296) 7 (1.3096) 32 
Macrophoma sp. MK461076 4 (1.7796) 12 (2.7696) 21 (3.1996) 4 (2.6396) 10 (3.2996) 13 (2.4296) 64 
Monochaetia sp. MN588157  - 2 (0.4696) 4 (0.6196) 2 (1.32%) - 8 (1.4996) 16 
Mycosphaerella 

DQ530217 3 (1.3390) 11 (2.5390) 16 (2.43%) 4 (2.6396) 9 (2.9696) 12 (2.2390) 55 
sp. 
Nigrospora sp. MF977734 5 (2.21%) - - 3 (1.9796) 7 (2.3096) 13 (2.4296) 28 
Oidium heveae EU285551 5 (2.2190) 8 (1.8496) 7 (1.0690) 2 (1.3290) 6 (1.9790) 21 (3.9096) 49 
Paecilomyces 

AB558287 10 (4.4296) 10 (2.3096) 8 (1.2296) 5 (3.2990) 9 (2.9696) 15 (2.7996) 57 
lilacinus 
Paecilomyces sp. MF780707 - - - 6 (3.9590) 15 (4.9396) 17 (3.1696) 38 
Penicillium sp. MK139939 14 (6.1996) 18 (4.1496) 25 (3.8096) 5 (3.2990) 12 (3.9596) 28 (5.2096) 102 
Periconia sp. MN272339 5 (2.2196) 7 (1.61%) 13 (1.9890) 3 (1.9790) 8 (2.6396) 15 (2.7996) 51 
Peyronellaea sp. MN540968 1 (0.44%) 6 (1.38%) 11 (1.67%) 3 (1.97%) 6 (1.97%) 17 (3.16%) 44 
Phaeocytostroma 

MN537689 6 (2.65%) 23 (5.29%) 30 (4.56%) 5 (3.29%) 13 (4.28%) 16 (2.97%) 93 
sp. 
Phoma sp. KX463047 - 1 (0.23%) 8 (1.22%) 1 (0.66%) 4 (1.32%) 7 (1.30%) 21 
Phomopsis sp. KX792090 2 (0.88%) 5 (1.15%) 11 (1.67%) 2 (1.32%) 5 (1.64%) 6 (1.12%) 31 
Phytophthora sp. MK854417 12 (5.31%) 18 (4.14%) 23 (3.50%) - - - 53 
Ramularia leonuri KX287471 7 (3.10%) - 11 (1.67%) 3 (1.97%) 5 (1.64%) 8 (1.49%) 34 
Rhizoctonia JQ313811 16 (7.08%) 23 (5.29%) 31 (4.71%) - - - 70 
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solani 
Schizothyrium sp. NG059913 6 (2.6590) 14 (3.2296) 18 (2.7496) 4 (2.6396) 13 (4.2896) 23 (4.2896) 78 
Sclerophthora 

HQ641402 4 (1.7796) 12 (2.7696) 16 (2.4396) & = - 32 
macrospora 
Seimatosporium 

MK432783 3 (1.33%) 16 (3.6896) 25 (3.8096) 4 (2.6396) 5 (1.6490) 10 (1.8696) 63 
sp. 
Sporormiella sp. MK942641 7 (3.10%) 3 (0.6996) 18 (2.7496) 5 (3.2990) 7 (2.3096) 17 (3.1696) 57 
Stemphylium sp. MK595597 5 (2.21%) 11 (2.5396) 21 (3.1996) 4 (2.6396) 10 (3.2996) 13 (2.4296) 64 
Trichoderma sp. MK547284 4 (1.7796) 21 (4.8390) 29 (4.4196) 5 (3.29%) 12 (3.9596) 19 (3.5396) 90 
Truncatella sp. MH487577 5 (2.2196) 8 (1.8496) 17 (2.5896) - - - 30 
Verticillium sp. MG543967  - 8 (1.8496) 14 (2.1396) 2 (1.32%) 7 (2.3096) 15 (2.7996) 46 
总 数 Total 226 435 658 152 304 538 (100%) 2313 
Shannon 指数 (H”) 

3.17 3.28 3.42 3.21 3.30 3.35 3.48 


Shannon index 
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HS “-” 表 示 未 分 离 出 菌株 。 
Note: “-” stands for that no strains were isolated. 
2.3 内 生 真 菌 的 多 样 性 和 相似 性 

从 5 月 到 8 月 , 随 着 广 蓝 香 从 苗 期 到 成 株 期 的 生长 ， 牌 香 和 淇 香 内 生 真 菌 多 样 性 均 呈 递 
增 的 趋势 。 牌 香 Shannon 指数 依次 为 5 月 3.17、7 月 3.28、8 月 3.42; 湛 香 Shannon 指数 为 
5 H 3.21, 7 H 330. 8H 335, 2 种 广 董 香 呈 现 出 丰富 的 内 生 真 菌 群 落 组 成 多 样 性 ( 表 1) 。 
同时 , 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 相 似 性 系数 不 完全 相同 。 牌 香 3 个 采样 时 间 段 ， 内 生 真 菌 群落 组 
成 的 相似 性 系数 为 0.87—0.97,. WTX 0.97 一 0.98， 而 牌 香 与 淇 香 内 生 真 菌 群 落 组 成 相似 性 
系数 介 于 0.75 一 0.86 之 间 。 相 似 性 系数 最 高 的 是 湛 香 内 生 真 菌 ，5 月 份 与 8 月 份 是 0.97，7 
14:5 8 月 份 为 0.98。 内 生 真 菌 相 似 性 系数 最 低 的 是 5 月 份 的 牌 香 与 湛 香 , 73075 GE 22 。 
表明 有 牌 香 和 湛 香 不 同 生长 阶段 内 生 真 菌 群落 组 成 相对 稳定 ,但 同一 生长 期 牌 香 与 湛 香 内 生 真 
菌 的 群落 组 成 差异 明显 ， 尤 以 苗 期 为 甚 。 
X 2 不 同 生长 期 牌 香 和 湛 香 内 生 真 菌 的 相似 性 系数 


Table 2 Similarity coefficient of endophytic fungi between Pogostemon cablin cv. 


shipaiensis and Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis in different periods of growth 


PX ZX 
采样 时 间 Pogostemon. cablin cv. Pogostemon cablin cv. zhanjiangensis 
shipaiensis 
Sampling time 
PX-1 PX-2 PX-3 ZX-1 ZX-2 
PX-2 0.87 
PX-3 0.90 0.97 
ZX-1 0.75 0.81 0.83 
ZX-2 0.78 0.81 0.83 0.97 
ZX-3 0.77 0.82 0.86 0.98 0.98 


3 讨论 


内 生 真 菌 群落 的 组 成 结构 与 宿主 关系 密切 ， 不 同属 宿主 内 生 真 菌 群落 组 成 差异 性 较 大 ， 
至 同属 植物 之 间 内 生 真菌 也 不 完全 一 样 (Chen et al., 2013) 。 一 方面 ， 宿 主 内 生 真 菌 呈现 
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丰富 的 物种 多 样 性 ， 另 一 方面 ,宿主 对 内 4 


tf 


完 指 


(Sordariomycetes) 为 主 , 低 纬 度 地 区 以 座 面 菌 


一 些 常 见 的 羔 融 菌 纲 内 生 真 菌 ， 如 刺 盘 孢 菌 、 


P, 镰刀 菌 不 能 从 叶 中 分 离 得 到 


从 我 们 对 


ERRA, DA 7.73% 属 于 卵 菌 门 卵 菌 
孢 菌 和 链 格 孢 菌 


Jy 


162 株 , 湛 香 86 株 。 链 格 孢 菌 是 较 例 外 的 内 生 真 菌 
从 南极 发 草 (Deschampsia antarctica) PAA H 
(Pleosporales) 鲜 受 环境 影响 ， 是 


格 孢 菌 目 


rd 


E 真 菌 的 定 殖 往往 具 


有 一 定 的 选择 性 和 偏好 性 。 已 
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但 刺 盘 孢 菌 在 牌 香 中 相对 分 离 频 率 远 高 于 汝 


， 高 纬度 地 区 内 生 真 菌 丰富 度 远 高 于 低 纬 度 地 区 ， 高 纬度 地 区 以 业 壳 菌 纲 


纲 ( Dothideomycetes ) 真 菌 较 多 (Arnold, 2007)。 


ZAK (Phoma), MAE (Phomopsis) 
Mia H CXylariales) fEf&yzk"t Py35862) 99$, BAER Phyllosticta) 只 分 布 在 叶 
(Herrera et al., 2010; Márquez et al., 2010; Huang et al., 2008) 。 
牌 香 和 淇 香 的 分 离 结 果 可 以 看 出 ，82.23% 的 内 生 真菌 属于 姜 圳 菌 纲 ，10.04% 属 于 
纲 (Oomycetes) 内 生 真 菌 。2 P ETRA NERKI 


zR 


， 其 中 ， 牌 香 获得 


, 该 菌 属于 座 圳 菌 纲 真 菌 .Rosa et al.(2009) 


H 1 株 链 格 孢 属 内 生 真菌 ， 


UNER KA T H 


草本 植物 中 较为 普遍 的 内 生 真菌 。 我 们 从 牌 香 中 
获得 125 株 链 格 孢 菌 ， 湛 香 中 获得 101 株 ， 差异 不 大 ， 表 明 链 格 孢 菌 受 纬度 的 影响 较 小 ， 应 


普遍 存在 于 草本 植物 中 。 除 2 种 优势 内 生 真 菌 外 ， 
相对 分 离 频率 也 较 高 , 这 些 次 优势 内 生 真菌 多 属于 子宫 菌 
裂 真 菌 (mitosporic fungi) ， 这 些 腐生 菌 常 存 于 各 类 植物 组 
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长 过 程 中 , 叶 组 织 
器 官 。 


不 同 生 长 期 宿主 内 生 真 菌 群落 组 成 并 不 相同 , 内 生 真 菌 与 宿主 生长 之 间 处 在 一 种 动态 平 
苗 期 牌 香 中 未 分 离 获 得 的 壳 二 孢 菌 
CGlomerella sp.) ~ W EJE T 


fü cB. KIA 
V CColletogloeum sp.) ~ NA FR 


香 来 看 ， 


£z 


TPERBS. Ma E RS Tel EL IRE 
门 (Ascomycota) 3&3 fj ARA 22 
只 间 营 腐生 生活 。 药 
究 认 为 不 同 内 生 真菌 有 各 自 喜 好 的 组 织 部 位 ， 
沙 构 成 并 非 完全 一 样 〈 周 仁 超 等 ，2014) 。 我 们 发 现在 广 茜 香 整个 4 
块 分 离 到 的 内 生 真 菌 种 类 和 数量 明显 多 于 茎 , 叶 内 生 真 菌 群 落 丰 度 高 于 茎 


] 植 物 各 有 


HT 
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ZARA E Verticillium sp.) ， 在 7 月 和 8 月 样品 


增高 ， 此 时 ， 牌 香 正 处 于 从 分 枝 期 到 成 株 期 的 生长 阶段 ， 也 是 广 藉 香 药物 成 分 积累 的 重要 时 
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期 未 有 定 殖 。 这 些 受 温度 影 响 晚 定 殖 的 “ 温 敏 性 


我 们 从 3 070 株 菌 


DUE ENS 


(Truncatella sp.) 4 种 属 了 
CSclerophthora sp.) 2 7} 5N i l] 9N H o 


tg n] E RE) 
真菌 低 ， 但 在 影响 


离 害 ， 属 于 病原 真菌 。 


株 中 


IJ 
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(Ascochyta sp.) ~ hd fal 


(Monochaetia sp.) ~ 


! 分 离 获 得 ， 且 分 离 频率 逐渐 
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CArthrocladiella mougeotii) 只 在 7 月 一 8 


月 生长 期 


内 生 真 凋 ”， 其 同属 中 的 一 些 种 


这 些 “ 温 敏 性 内 生 真 菌 ” 相 对 分 离 频率 比 其 它 内 生 
三 束 香 成 分 积累 中 的 作用 不 可 忽视 。 除 了 牌 香 和 泪 
获得 了 2 种 广 藉 香 各 自 特 有 的 一 些 内 生 真 菌 ， 
种 特有 内 生 真 菌 ， 包 括 香 柱 菌 (gpichloe typhina) ~ 


香 共 有 的 内 生 真菌 外 ， 
其 中 ， 牌 香 分 离 出 7 


(Botryosphaeria sp.) KIEA 


(Colletotrichum gloeosporioides) ~ 24 Ez Wi (Rhizoctonia sp.) 、 
FF 3ETRTTRU VIAE CIS UL REESE I (Phytophthora sp.) AIR FEES Wi 
iE dw rh 4) EE ETE TI (Cercospora sp.) 430 $$ 22 W 


(Paecilomyces sp.) 2 种 特有 内 生 真 菌 。 香 柱 菌 是 存在 于 野生 禾 草 类 植物 中 较 和 常见 的 内 生 真菌 ， 


其 代谢 物 影响 着 宿主 植物 种 子 萌发 及 活 色 
“ 温 敏 性 内 生 真 菌 ” 和 特有 内 9 


成 分 的 积累 〈 乌 日 
E 真 菌 在 宿主 活性 成 分 合成 机 


除了 宿主 本 身 ,宿主 的 生活 环境 也 影响 着 宿 
的 牌 香 与 湛 香 ， 无 论 从 定 殖 率 、 分 离 株 数 、 多 样 性 指数 比较 ， 


但 2 种 广 昔 香 变化 趋势 基本 相同 ， 
Shannon 指数 〔H') 逐渐 增加 ， 呈 现 出 成 株 期 二 分 校 期 二 苗 期 。 


FE 内 生 真 菌 群落 构成 及 丰 度 。3 个 生长 阶段 


H 
" 


2 


罕 等 ，2018) 。 进 一 步 研 究 这 些 


! 的 作用 有 特别 的 意义 。 


路 香 内 生 真 菌 丰 度 高 于 湛 香 ， 


随 着 生长 期 延长 ， 内 生 真 菌 定 殖 率 夏 季 高 于 春季 ， 且 


ET 


这 一 结果 与 吕 立 新 等 (2014) 


研究 草本 药 用 植物 茅 苍 术 CAtractylodes lancea) 内 生 真 菌 群 落 随 季节 变化 一 致 。 而 Gao et 


al. (2005) WRR (Hovenia acerba) 内 生 真 菌 姑 
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FREMRI 


EIE AE ERIS E TE 


TH 


季 ， 这 从 一 个 侧面 反映 出 一 年 生 草 本 植物 可 能 与 木 本 植物 内 生 真 菌 群落 变化 并 不 完全 一 样 。 
该 文 的 研究 结果 表明 牌 香 和 湛 香 中 含有 丰富 的 内 生 真菌 , 牌 香 的 丰 度 更 高 。 这 两 种 栽培 型 广 
蔓 香 内 生 真菌 群落 构成 受到 宿主 、 生 长 期 、 气 候 等 因子 影响 。 牌 香 和 淇 香 内 生 真菌 群落 组 成 
及 变化 特征 为 我 们 为 我 们 进一步 了 解 牌 香 和 淇 香 药性 差异 黄 定 了 基础 。 
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